





































してグアノシン 3' ， 5'-環状ーリン酸 (cGMP) の役割が重要である。，cGMP は NO が可溶
性グアニル酸シクラーゼ (sGC) を活性化するとグアノシン三リン酸 (GTP) から速や
かに産生される。 cGMP は NO のシグナルを細胞内へ伝達する化合物であるが、ホスホ
ジエステラーゼ (PDE) は cGMP をグアノシン 5'-ーリン酸 (GMP) に分解することで、
そのシグナルを解除する。分解により生じた GMP は回収され、再び GTP に戻る経路や
グアノシンに分解される経路へと循環している。
筆者は上述の経路とは異なる新たな NO シグナルの伝達経路に着目して研究を行って









cGMP の 8 位がニトロ化された 8・ニトログアノシン 3' ， 5'-環





らタンパク質 S-グアニル化と名付けられた。 S-グアニル化を介する 8-ニトロ・cGMP の標
的タンパク質として、これまでに酸化還元センサータンパク質 Kelch- 1ike
ECH-associated protein 1 (Keapl)が同定されている。 Keap1 のシステインが 8・ニト
ロ・cGMP により S- グアニル化修飾を受けると、 Keap1 と複合体を形成している転写因子
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Nrf2 が核内へ移行し、抗酸化酵素へムオキシゲナーゼ 1 (HO・1)などの発現を誘導する。
このことは 8・ニトロ・cGMP が酸化ストレスに対する細胞保護効果を示すことを意味する。
8-ニトロ・cGMP は 8-ニトロ -GTP から生成すると提唱されているが、代謝されていく
過程は明らかになっていない。 8-ニトロ・cGMP シグナルの全体像を把握するためには、






ニトログアノシンの 5'位水酸基をアジド基に置換した、 5'ーアジドー 5'-デオキシー8-ニトログ
アノシンを合成し、化合物の安定性(生理的条件における化合物の半減期)、および、生
物活性 (HO・ 1 誘導能)を測定したところ、 8-ニトログアノシンよりも生理的条件で安定、










第二章では同位体ラベルした 8・ニトロ幽cGMP を用いて細胞内代謝を調べた。 8-ニトロ





ーインターフエロン -y (IFN-y) によって RAW 264.7 細胞を刺激し、免疫細胞化学染色を
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かった。本反応の解明により、 8-アミノ -cGMP への変換が原因の一つであることが示唆
された。さらに、この 8-アミノ・cGMP の細胞内生成と時間変化との関係を調べたところ、
8・ニトロ・cGMP と同様に生成後数時間で細胞内から消失して行くことが判明した。 8-ア
ミノ・cGMP は 8-ニトロ -cGMP のようにタンパク質性システインと反応する消去反応が
ないことから、それ以外の代謝によるものと考えられた。そこで、同位体標識した 8-ア
ミノ -cGMP を調製し、細胞に投与してその代謝物を追跡した。その結果、 8・ニトローcGMP
が生成する酸化ストレス条件で培養した細胞において 8-アミノ・cGMP が cGMP へ変換さ









8-ニトロ・cGMP から 8-アミノ・cGMP を経由した cGMP への再生機構が存在することを
明らかにした。
第三章では新規化合物 8・ニトロアデノシン 3'.5'-環状ーリン酸( 8-ニトロ cAMP) に由

















による cAMP から 8・ニトロ・cAMP の生成を HPLC による合成標品と照らし合わせて確認
した。次に、酸化ストレス条件で培養した細胞から内因性 8・ニトロ・cAMP による s-アデ
ニル化タンパク質の検出を行ったところ、検出されたタンパク質のバンドは非常に微弱
なものだった。筆者は、実験に用いた細胞内において cAMP 濃度が低いためと考察し、
アデニル酸シクラーゼや合成 cAMP 誘導体を細胞に添加して細胞内 cAMP 濃度を上昇さ
せる工夫を行った。その結果、コントロールと比較して明らかに増強された s-アデニル
化タンパク質バンドの検出に成功した。
以上、結論として本研究では、化学プロープを駆使して砂ニトロ・cGMP の s- グアニル
化標的タンパク質の存在や細胞内局在を明らかにした。同位体ラベルした 8・ニトロ














ている。最近注目を集めている 8ーニトロ cGMP の生理機能解明を目的に， 8-ニトログアノシンの蛍
光標識を行った。得られたプローブ分子は，抗酸化酵素群を誘導する活性を示した。このプロー
プを生細胞イメージングに供し， リソソームに特異的に局在することを明らかにした。
第二章では 8ーニトロ cGMP の代謝過程について同位体プロープを利用した研究を行った。シグナ
ル分子としての cGMP は，ホスホジエステラーゼによる環状リン酸加水分解により消去されるのに
対して， 8-ニトロ cGMP は，この加水分解に抵抗する。そこで，著者は別の 8-ニトロ cGMP 消去過
程があると推定した。酸素同位体で標識化した 8ーニトロ cGMP を化学合成し，細胞に投与したとこ
ろ，従来知られていた cGMP グルタチオン付加物， cGMP システイン付加物に加えて新規の代謝産
物が得られた。合成標品との比較により、著者は代謝物が 8ーアミノ cGMP であることを証明した。
さらに興味深いことには， 8 アミノ cGMP は一酸化窒素の共存下で cGMP に変換された。この経路
は，過剰に産生された 8ーニトロ cGMP が cGMP を経由して非修飾グアニンヌクレオチドへリサイク
ルされることを示している。
第三章では，ニトロアデノシン類についての研究をまとめた。アデニンは，グアニンに次いで
酸化を受けやすい塩基である。 8ーニトロ cGMP などグ、アニンヌクレオチドに関する研究が先行する
なかで，ニトロアデノシンやそのヌクレオチドに関する研究は進んでいなかった。著者は， 8 位お
よび 2 位がニトロ化された cAMP 誘導体，および，その特異的抗体を作成した。 LPS 刺激で細胞を
酸化ストレス条件におき，免疫細胞化学により分析したところ，微量の 8ーニトロ cAMP と 2 ニト
ロ cAMP が生成することが明らかになった。
以上の研究成果は，一酸化窒素に由来する新規シグナル伝達分子として、注目を集めているニト
ロ化ヌクレオチドの生成や消失に関わる重要な情報をもたらし，申請者が自立して研究活動を行
うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，斎藤洋平提出の論文
は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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